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Ｓｉｒｔ１对糖尿病心肌病大鼠早期心肌Ｓ腺苷同型

半胱氨酸水解酶的调节作用及其机制研究

李越凡　徐丹　李婷　官明德

　　【摘要】　目的：通过建立糖尿病大鼠模型，探讨沉默信息调节因子（Ｓｉｒｔ１）对

Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶（ＳＡＨＨ）糖尿病心肌病早期的调节作用及其机制。　方法：

采用高脂饮食联合链脲佐菌素建立２型糖尿病大鼠模型，分为对照组、早期糖尿病模型

组（ＤＭ组）和白藜芦醇处理组（ＲＥＳ组），ＲＥＳ组给予白藜芦醇２．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃２周

处理。ＨＥ染色法观察心肌组织病理结构变化，超声心动图检测心功能相关指标，高效液

相色谱法检测同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）、Ｓ腺苷甲硫氨酸（ＳＡＭ）及Ｓ腺苷同型半胱氨酸

（ＳＡＨ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心肌组织ＳＡＨＨ、Ｓｒｉｔ１等蛋白表达变化。　结果：显微

镜下ＤＭ组大鼠心肌组织可见不同程度炎细胞浸润、甚至变性，而ＲＥＳ组心肌组织可见

少量炎性细胞浸润，少量心肌细胞呈长杆状，坏死灶不明显，嗜酸性变较ＤＭ 组轻。

ＨＰＬＣ检测结果显示对照组、ＤＭ组和ＲＥＳ组的Ｈｃｙ分别为（４５．３７±７．９９）、（１０１．７８±

１６．７７）和（８６．３３±１０．０９）μｍｏｌ／Ｌ，ＤＭ组和ＲＥＳ组较对照组升高，但ＲＥＳ组低于ＤＭ

组；ＳＡＨ分别为（５０．３３±７．３４）、（２２．９２±４．３２）和（３３．４５±７．８８）μｍｏｌ／Ｌ，ＤＭ组和

ＲＥＳ组较对照组降低，但ＲＥＳ组高于ＤＭ组；ＳＡＭ分别为（６６．３４±９．９９）、（６９．５６±

９．０１）和（７０．８９±１１．３３）μｍｏｌ／Ｌ，各组间无显著差异；ＳＡＨＨ分别为（４４．１１±５．１７）、

（９２．３３±１７．５６）和（１９．７３±４．０７）μｍｏｌ／Ｌ，ＤＭ组较对照组升高，ＲＥＳ组较对照组降低；

Ｓｒｉｔ１分别为（８０．１２±１０．０９）、（２９．１１±３．９１）和（１０７．３２±１３．２４）μｍｏｌ／Ｌ，ＤＭ组较对照

组降低，ＲＥＳ组较对照组升高。　结论：ＳＡＨＨ及下游Ｈｃｙ等的表达可能是早期糖尿病

心肌病发生发展的重要作用机制，而Ｓｉｒｔ１对ＳＡＨＨ的表达调控作用可能起重要作用。
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　 　 Ｓ腺 苷 同 型 半 胱 氨 酸 水 解 酶

（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＳＡＨＨ）在细

胞内广泛存在，它催化水解Ｓ腺苷同型半胱氨酸

（ＳａｄｅｎｏｓｙｌＬｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＡＨ）生成腺苷和同

型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ），其中ＳＡＨ是由

Ｓ腺苷甲硫氨酸（Ｓａｄｅｎｏｓｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ＳＡＭ）提供

甲基参与ＤＮＡ、组蛋白的甲基化而产生
［１］，抑制

ＳＡＨＨ将导致细胞内ＳＡＨ的蓄积。近年来，关于

ＳＡＨＨ的研究主要集中在体外抑制剂方面
［２３］。研

究发现Ｈｃｙ还参与糖尿病肾病、糖尿病视网膜病等

慢性并发症的发生［４５］。有研究指出ＳＡＨ与Ｈｃｙ

可以共同作为慢性心血管病的标志物［６］。沉默信息

调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，Ｓｉｒｔ１）为

哺乳动物Ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族成员，是一种依赖于烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸的去乙酰化酶，参与机体多种信号

通路的调控作用［６７］。ＳＡＨＨ同样可以参与糖尿病

心肌病的发生发展过程［８］，但具体作用机制仍未明

确。我们建立２型糖尿病大鼠模型，探究Ｓｉｒｔ１对

ＳＡＨＨ及下游Ｈｃｙ等因子表达调控的可能机制。

１　对象与方法

１．１　动物与试剂

链脲菌素产自美国Ｓｉｇｍａ公司；生物素标记山

羊抗兔ＩｇＧ／小鼠ＩｇＧ二抗试剂盒产自北京中杉金

桥生物公司；Ｈｃｙ、Ｌ多聚赖氨酸（ｐｏｌｙＬｌｙｓｉｎｅ）、谷

氨酰胺购自Ｓｉｇｍａ公司；ＳＡＨＨ、βａｃｔｉｎ产自美国

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司、Ｓｉｒｔ１产自美国

ＬｉｆｅＳｐａｎ公司。健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠由

山东省医学科学院动物中心提供，合格证号ＳＣＸＫ

（鲁）２０１６０１０４。

１．２　动物模型构建及分组

ＳＰＦ级健康雄性ＳＤ大鼠３５只，适应性喂养

１周后，随机分为对照组１０只，糖尿病模型组２５只。

采用高脂饮食灌胃，并于５周末禁食１２ｈ后一次性

腹腔注射１％ 链脲菌素。造模后７２ｈ尾静脉采血，

血糖试纸检测空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，

ＦＢＧ），以ＦＢＧ≥１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，并出现多饮、多食、

多尿和体质量下降为糖尿病大鼠造模成功。造模

成功大鼠随机分为早期糖尿病模型组（ＤＭ组）、白

藜芦醇处理组（ＲＥＳ组）。ＤＭ组以高脂饮食灌胃

４周，ＲＥＳ组在高脂饮食基础上，于２周末灌胃给予

白藜芦醇２．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），持续到４周末；对照组

以普通饲料喂养。

１．２　ＨＥ染色

取大鼠心肌石蜡切片常规脱蜡至水，先后经

苏木素染色，盐酸酒精分化，伊红染色，梯度酒精

常规脱水，中性树胶封片等步骤。采用Ｅｃｌｉｐｓｅ

ＴＥ２０００Ｓ免疫荧光显微镜拍照，观察心肌组织

病理结构的改变。

１．３　高效液相色谱测定Ｈｃｙ、ＳＡＨ及ＳＡＭ水平

取心肌组织加入裂解液充分研磨后，低温离心

取上清，测定总蛋白浓度。取研磨后上清液注入

ＨＬＰＣ，用线性梯度洗脱方式将样品从色谱柱洗脱。

线性梯度如下：０～０．５ｍｉｎ，１００％Ａ；０．５～２０ｍｉｎ，

７５％Ａ和２５％Ｂ；２０～３０ｍｉｎ，７５％Ｂ和２５％Ａ３０～

４５ｍｉｎ，１００％Ｂ（Ａ为０．０５ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠缓冲液，

ｐＨ＝６；Ｂ为１∶１的乙腈和水）。色谱图采用惠普

公司ＨＰ３３９４积分仪记录，所有实验进行５次并进

行定量分析，通过比较标准曲线峰面积及ＳＡＭ和

·９４３·国际心血管病杂志２０１７年１１月第４４卷第６期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１７，Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ６



ＳＡＨ的洗脱峰面积获得心肌组织 Ｈｃｙ、ＳＡＭ 和

ＳＡＨ水平。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

取心肌组织加入含ＰＭＳＦ的裂解液充分研磨，

离心后取上清，测定总蛋白浓度。４０～７０μｇ总蛋

白采用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳进行分离。湿法转膜，

脱脂奶粉封闭后与相应一抗共孵育过夜，与辣根过

氧化物标记的二抗共孵育，用增强型化学发光试剂

进行显色，并利用灰度分析软件定量分析。

１．５　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据分析，计量

数据以均数±标准差表示，组间比较采用方差分析

及狋检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组心肌组织学检查结果比较

对照组大鼠心肌组织结构正常心肌细胞排列

整齐，纹理清晰，核居中，细胞核均匀分布；心肌细

胞的纵切面横纹清晰，核居中；横切面为不规则的

多角形；间质为少量血管及结缔组织。ＤＭ组大鼠

心肌部分细胞核变为长杆状，排列略显紊乱；局部

心肌细胞排列疏松，间质水肿，散在大量炎性坏死

灶，坏死处肌纤维断裂，炎性细胞聚集，大量肌细胞

胞浆嗜酸性增强。ＲＥＳ组大鼠心肌组织可见少量

炎性细胞浸润，少量心肌细胞为长杆状，坏死灶不

明显，嗜酸性变较ＤＭ组轻。见图１。

图１　各组大鼠心肌组织犎犈染色（×２００）

２．２　ＨＰＬＣ检测相关氨基酸的表达

与对照组相比，Ｈｃｙ水平在ＤＭ组、ＲＥＳ组大

鼠心肌组织中显著升高（犘＜０．０１），但ＲＥＳ组明显

低于ＤＭ组（犘＜０．０５）。与对照组相比，ＳＡＨ水平

在ＤＭ组、ＲＥＳ组中显著降低（犘＜０．０５），而ＳＡＭ

水平各组无明显差异。与对照组相比，ＤＭ 组和

ＲＥＳ组ＳＡＭ／ＳＡＨ比值显著升高（犘＜０．０１）；但

ＲＥＳ组ＳＡＭ／ＳＡＨ 比值显著低于 ＤＭ 组（犘＜

０．０５）。见表１。

表１　犎犘犔犆检测各组大鼠心肌组织相关氨基酸水平／μ犿狅犾·犔
－１

组别 狀 Ｈｃｙ ＳＡＭ ＳＡＨ ＳＡＭ／ＳＡＨ

对照组 １０ ４５．３７±７．９９ ６６．３４±９．９９ ５０．３３±７．３４ １．３８±０．１８

ＤＭ组 １０ １０１．７８±１６．７７（２） ６９．５６±９．０１ ２２．９２±４．３２（１） ３．０４±０．２５（２）

ＲＥＳ组 １１ ８６．３３±１０．９０（１）（３） ７０．８９±１１．３３ ３３．４５±７．８８（１） ２．１２±０．３５（１）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５，（２）犘＜０．０１；与ＤＭ组比较，（３）犘＜０．０５

２．３　各组ＳＡＨＨ和Ｓｉｒｔｌ的比较

与对照组相比，ＤＭ 组ＳＡＨＨ的表达显著升

高，ＲＥＳ组ＳＡＨＨ表达显著降低（犘＜０．０１）；与对

照组相比，Ｓｉｒｔ１在ＤＭ组大鼠心肌组织中表达显著

降低（犘＜０．０１），而在ＲＥＳ组表达明显增加（犘＜

０．０１）。见表２。

表２　大鼠心肌组织犛犃犎犎、犛犻狉狋１的表达水平／％

（与内参β犪犮狋犻狀比值）

组别 ＳＡＨＨ Ｓｉｒｔ１

对照组 ４４．１１±５．１７ ８０．１２±１０．０９

ＤＭ组 ９２．３３±１７．５６（１） ２９．１１±３．９１（１）

ＲＥＳ组 １９．７３±４．０７（１）（２） １０７．３２±１３．２４（１）（２）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０１；与ＤＭ组比较，（２）犘＜０．０１
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３　讨论

腺苷代谢紊乱在糖尿病心肌病的发病过程中

有重要作用［９］。有研究表明，ＳＡＨＨ及下游 Ｈｃｙ

等的表达可能是心血管疾病发生发展的重要作用

机制，而Ｓｉｒｔ１对ＳＡＨＨ的表达调控作用可能是该

机制中的重要一环［１０］。

本研究糖尿病模型大鼠进行白藜芦醇灌胃，探

究Ｓｉｒｔ１激动状态下ＳＡＨＨ表达水平的变化，以及

Ｓｉｒｔ１与ＳＡＨＨ表达的关系。我们推测，糖尿病引

起能量代谢紊乱，Ｓｉｒｔ１蛋白水平降低，而反馈性引

起ＳＡＨＨ 表达升高。在ＳＡＨＨ 的作用下，大量

ＳＡＨ水解产生 Ｈｃｙ和腺苷。白藜芦醇可使Ｓｉｒｔ１

表达增加，高表达的Ｓｉｒｔ１抑制了ＳＡＨＨ的活性；

同时，Ｈｃｙ处在甲硫氨酸循环中ＳＡＨ的下游，高水

平的Ｈｃｙ可引起ＳＡＨＨ表达下调，而ＳＡＨＨ不足

使ＳＡＨ降解受阻，导致ＳＡＨ水平升高。ＳＡＨ升

高使转甲基反应受阻，甲硫氨酸循环紊乱，从而促

进ＤＮＡ低甲基化的发生。体内ＤＮＡ低甲基化状

态又会影响Ｈｃｙ代谢，而对ＳＡＭ的影响不大。有

研究表明，Ｈｃｙ通过甲基转移酶途径的再甲基化，

激活胱硫醚β合成酶促进胱硫醚合成，可以促进

ＳＡＭ水平的升高，但短时间内其作用不显著
［１１］。

本研究表明，在白藜芦醇的干预下，糖尿病大鼠血

浆Ｈｃｙ水平可显著降低，而ＳＡＨ水平升高，可降低

ＳＡＭ／ＳＡＨ比值。Ｓｉｒｔ１在体内可能是ＳＡＨＨ 内

源性抑制剂，可调节ＳＡＨＨ的表达，能够缓解糖尿

病状态下Ｈｃｙ相关的心肌病变及ＳＡＨ诱导的心脏

大血管病变。

本研究初步探讨了ＳＡＨＨ及上下游氨基酸在

糖尿病心肌病中的变化规律，以及Ｓｉｒｔ１因子可能

的调节作用，为进一步探究糖尿病心肌病发生发展

的机制提供了方向。
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